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〔原著〕 簡易顕微分光計による子宮癌細胞診自動化の研究
トー 主ー ・ 人*示日矢寸
(昭和 47年 7月 28日受付)
要 旨
子宮癌細胞診において，悪性細胞の特長を，核異型，核多型性，核縁肥厚，核多染性，核質
粗大頼粒，核細胞質比の増加などの諸点を注目して我々は診断を下している。しかし，これら
の所見はしばしば主観的に判定され易いので，細胞診を客観化し細胞診の自動化につながる方
法について研究した。従来用いられていた顕微分光計を細胞診用に簡易化し，良性悪性の核が
重複する 16，...".， 25μの範囲の核径に合わせて 10段階のスポットを作製し， これを問題の細胞核
に外接させて核ヘマトキシリン陽性物質総量が一度に測定出来るよう工夫した。本器械を用い
て診断に供すると，一定以上の大型濃染核は良性スミアにはみられず，癌にのみ出現する事実
により客観的子宮癌細胞診に有効な成績を得た。 396例中の盲試験の結果，良性例では 95.9%，
悪性例では 96.4%の正診率を得た。さらに， 細胞の形態， 分化の程度， 変性度などの所見と
核ヘマトキシリン陽性物質総量の関係を，良性・悪性例について比較検討し，細胞診断上有意
な結果を得た。 
Keywords: 顕微分光計，子宮癌細胞診自動化，吸光度，総量{底ヘマトキシリン陽性物質
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序 文
子宮癌の早期診断における細胞診の重要性はすでに確
立され，常用診として普及している。細胞診，組織診，
コJレポスコープの 3者のうち，最も簡易な方法で，反復
施行出来ること，患者に苦痛を与えないこと，広い範囲
を擦過して検査出来ることなどの長所を有しているが，
反面，悪性細胞の診断基準が判定者により異なる場合が
あることが指摘されている。この細胞診断における判定
の主観性を排し，なるべく客観化することが望まれてい 
る。
著者はこの第一歩として，つぎ、のような基礎実験を行
ない，顕微分光計 (Microspectrophotometer) を用い
て診断を下す方法を検索した。
基礎実験
1. 最大吸光波長の決定
顕微分光計によるヘマトキシリン陽性核質量を定量す
るため，最も適当な可視光線の波長がまず検索の対象と
なる。分光計により，ヘマトキシリン溶液の最大吸光波
長を測定すると，図 lの如く 520mμにピークが認めら
れ， 500 mμ以下では著明に低下し， 440mμ以下で最低
線をたどる。エオジンについても，同様の検索を行なっ
てみると， 390mμ と540mμ に2つのピークがみられ，
その間， 470 mμで最低を示す。ヘマトキシリンに比べ
て波長による吸光度の差が少ない。 520mμの波長でへ
マトキシリン単染色した場合と，ヘマトキシリン・エオ
ジン重染色した場合の 2つをとってみると，エオジンが
濃染する場合，核と細胞質の重積する部分で誤差が出る
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エタノーノレ固定後，マイヤーのへマトキシリン染色を施
行(弱エオジン染色を併用)， Bioliteで封入した。スラ
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イドグラスの厚さはいずれも顕微分光計の光学系に準
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対物レンズ，ともに 100倍を用い，油浸系で観察，核の
直径 3分の l以下の小光束が核の中央部を通るようにし
た。表 lは前述のようにして測定した吸光度と核半径の
二乗の積 r 2.Eをもってヘマトキシリン陽性物質の相対
含量とした。図 3は，このようにして測定した吸光度を
核の大きさの関連において表わしたものである。材料は
良性細胞群で核の肥大などを有するものも含まれる。縦
図 L 色素の波長別吸光度
縦軸:吸光度 (A.U.)
ことが考えられる。そこで，エオジン染色は誤差を最小
にするため，最淡染にとどめ，核細胞質をみるための細
胞輪廓識別に供し，へマトキシリン最大吸光波長の 
520 mμ をもって測定することに決定した。
2. ヘマトキシリン陽性物質の定量 
オリンパス製・小穴一直良型顕微分光計を用い，水銀輝
軸に吸光度，横軸に核長径と短径の和を示している。吸
光度最大が 50を超すものはほとんどなく，核長短径和 
も30を超すものは少ない。核が大きくなれば吸光度は
漸減する傾向を示す。図 4は同様に，吸光度と核の大き
さの関係を悪性細胞について表わしたもので，吸光度が 
50を超す細胞群が過半数を占め，核長短径和も 40を超
すものが圧倒的に多い。核が大きく，しかも吸光度が高
表1. ヘマトキシリン陽性物質相対含量の算定原理 
一 一
つ 三π π
い' Kc一五企二互
， ゲ線スペクト jレ520mμ の波長により核ヘマトキシリン陽 Em 万32-r 
性物質の定量を試みた。光学系メカニズムは図 2に示す
c: 球状透光体の吸光物質の濃度
. 
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とおりである。標本は子宮頚部より擦過採取せる睦分泌
r: 球状透光体の半径 
物を使用し，スライドカバーグラスに塗沫し，室温にて，
m: 球状透光体中の吸光物質の全含量 
E: 吸光度 
k().): I汲光物質 測定波長).，乙特有な定数 
90 Pap. class 1IIf! 
z - - - - - -
O
80 
70 
60 
写真光学系 
•
50
・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ る  
.
.... ..
•••• ••••.•••••..•



..•• •...••••.•••••••

••.•••••
•.• •. 
. .• . 
.•••••••
• 
 .••

•••••.•
••• ••
40 
守 、
対物レンズコンデンサー反射鏡
レ ン 、 ス
J
補助照明司、
•

30 
光源干渉フィルター
集光レンズハピンホ 
ル | 一  
ア
+ f u w
l
20 
山眼光皮
ぉ一/
j
Ul 
A i  10 20 30 40 50 
→核長短径和!
図 2. 顕徴分光計光学系メカニズム 図 3. 核の大きさ (核長短径和) と吸光度の関係 
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される核の濃染度によるもの， bの底辺の長さで表わさ
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 よるものなどによって表わされる。 C はクロマチンの分布が不均等であることによる。第 4の因子として，山が
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・ ・ ・ 示すものではないが，細胞形態を図表に客観的に表現出
来るという点で妙味があり，将来細胞診自動化に応用す
る上の一つのポイントになる。
40 
30 
20 
日吸光度→
30 
→核長短径和
40 50 60 70 
図 4. 核の大きさ (核長短径和) と吸光度の関係 
い細胞が多数みられ，核が大きくなっても吸光度が漸減
しない点で，良性群と異なっている。前述の顕微分光計
を用い， 良性悪性核についてスポットの scannlngに
よる計測も試みた。波長は同じく， 520mμ の水銀灯を
用い，スポットは1.6μ の大きさのものを使用した。核
の中心を通り長径に沿って毎分 30mmのスピードで 
scanning した。良性と悪性核にみられる一般的な差異
は， シェーマの図 5に示すように， aの山の高さで表わ
6μ1.spot 
良性 speed 30mm/分
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3. 簡易顕微分光計の作製
基礎実験 2の成績に基づき，良性細胞と悪性細胞を比
較すると，後者に大型濃染核が多いこと，換言すると，
良性では小型核で濃染するもの，大型核で淡染するもの
はあるが，大型濃染核はほとんどみられない事実を細胞
診自動化に応用し， しかも， その測定を実用目的のた
め，簡易化する必要性を痛感した。そこで従来の小スポ
ット測定値積分法を改良し，核に外接するスポットを作
製，核染色物質総量を一度で測定出来る方法を考案し，
オリンパス光学の協力で器械化した(図 6)。スポット
の大きさは良性核と悪性核が重複する 16，-，25μの範囲と
し，これを 10段階に分けて各スポット番号をつけた。
スポット番号と核径の大きさとの関係は表 2に示した。 
4. 染色時間による総量値の差異
染色条件の違いにより染色結果が非常に変動し，これ
が総量値に影響する恐れがあるので，染色時聞が最も安
定しているマイヤーへマトキシリンを選び，同一例から
同時に採取した標本につき，染色時聞を変えて総量値に 
図 6. 簡易顕微分光計
表 2. 簡易顕微分光計におけるスポット番号お
よびスポット径の関係
図 5. Scanning スポット番号 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
縦軸:吸光度 (A.U.) スポット径 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25(μ) 
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総量値. 
5分 10分 20分 30分
f 
→染色時間
5分 10分 20分 30分 
→染色時間図 7. 染色時間の差による総量値の比較(非癌) 
どれだけの差異が出るかを比較したのが図 7，図 8であ
る。図 7は非癌例，図 8は癌例で， 5分， 10分， 20分， 
30分の 4種を比較した。なお， 総量値とは， 簡易顕微
分光計で測定したヘマトキシリン陽性物質の総量で，吸
光度が核の大きさで自動的に積分された値である。図 7
の非癌例で， 5分および 10分では， 総量値が 3 7に"， 
集中し， 20分では 3 8に， 30分では 5 9に集中し"， "， 
て，総量値に多少のずれはあるが，染色時間による差は
少ない。図 8の癌例についても，染色時聞が長くなるに
つれ，軽度の総量値の上昇がみられるが，その差は著明
でない。染色時間にして， 5分から 30分の差は非常に大
きいものであり，それにも拘らず総量値に差が少ないこ
とは，本法を用い，試薬の作製法を一定にし，かっ一定
期間の使用だけに限った場合には(長期間使用すると水
で薄められる)，安定した染色方法とみてよいであろう。
実験材料および実験方法
実験材料は，千葉大学産科婦人科の外来および入院患
者 396例について採取したスミアで，表 3のように，子
宮頚癌 I期から 111期 76例， 上皮内癌 8例，異型上皮 
26例，その他良性群 286例である。これらのうち，良性
群を除き他はすべて組織診断で確認されたものである。
ただ軽度の異型上皮の一部は，細胞像からこれが推定さ 
図 8. 染色時間の差による総量値の比較(癌)
れるのみで，組織診では確認のないものも含まれてい
る。
実験方法は，前述の標本について，室温にて，エタノ
ノーレ固定後， マイヤーへマトキシリンにより 10分間染
色， Bio1ite封入後， 簡易顕微分光計により，吸光度
および総量値を測定した。吸光度とは，この場合，核の
コF吐
表 3. 実験材料(臨床診断と細胞診断) 
I型 11型 111型 IV型 V型JRJ 
9 10子宮頚癌 111 
2 16 14子宮頚癌 11 
A
A
子宮頚癌 I 
上 皮 内 癌 
高度異型上皮 
中等度異型上皮 
軽度異型上皮 
頚管ポリープ 
腫 炎 
子宮腫部ピラン 
妊 娠 
そ の 他 
3 16 6 
4 3 
4 
3 4 
2 10 
18 6 2 
28 11 5 
137 31 3 
8 
25 8 2 
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大小にかかわらず，スポット番号 Iにより測定した値で
ある。したがって，これより大きい核については，核の
中心部にスポットを当て，一定の面積の吸光度を測定す 20 
ることになる。総量値とは，前述したように，核に外接 . 
するスポットを選び測定した値である。 
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型細胞と属平上皮深層型細胞は大差ない。中間層型細胞
は分布の幅が狭くなる。悪性群では， 吸光度 17を超す
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型，分化型にやや低い傾向をみるが，線維型，裸核は未
分化型と同様高値のものが含まれる。裸核は最も分布の
幅が広く， 5以下の淡染から 36に及ぶ濃染まで， 核染
色性の Varietyが認められる。細胞形態と総量値の関
係をみると，図 10のように，良性群では，頚管型細胞お
よび深層型細胞とも 5，，-， 20の範囲に分布し， 20を超す
m 総量値→
-・ ・ 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
→スポット番号
図 11. 各種非癌病変例における総量値とスポ
ものはみられない。中間層型細胞は，これよりやや低い ット番号の関係 
値を示す。悪性群では， 裸核， 未分化型が総量値も高 
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図 10. 細胞形態と総量値 番号の関係 
••• 
••• 
28 
50 
40 
30 
20 
F h u - r
守
矢 和 人
例ごとに総量値の分布を検討してみると図 15のようにく，分化型がこれに次ぎ，有尾型，線維型の順になる。
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ンを，良性群では，細網状，細頼粒状，無構造に分け， 20 
。悪性群では，細網状，細頼粒状，組網状，粗頼粒状，無
構造に分類し，比較検討した。良性群では，細頼粒状，
無構造がほぼ類似した値を示し，細網状が一般に低値を
示すが，無構造もやや低値を示す。悪性群では，無構造 10 

がとくに高値を示し，組頼粒状がこれに次ぎ，細頼粒状
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123 4 5 6 7 8 9 10 核

→スポット番号	 数 
→総量f直 5 10 15 20 →総量f直 5 10 15 20 

日総量値→
. 
 異型上皮 10 	 10 

5
核数→
吸光度と総量値の聞に順位の逆転がみられたのは線維型
で，吸光度はかなり高いのに対し，総量値は相対的に低
くなっているが，これは核濃縮型が含まれるためであ
る。非癌病変で，総量値がどれだけ高値まで認められる
かを明らかにするため，組織学的に癌を否定された細胞
診 111型および IIb型例の一部について検索した。これ
らの内容は異型上皮のほか，良性増殖上皮，各種炎症性
変化例が含まれている。図 11のように，総量値 20を超
すものはなく，スポット番号が大きくなっても，換言す
40 

ると，核が大きくなっても，総量値がほぼ一定である。
上皮内癌(図 12)では，総量値 28に至る増加がみられ，
しかもスポットの大きい大型核で，高値を示す割合が良
性より増加してくる。進行癌(図13)では，総量値が 5

"，-， 50まで幅広い分布を示しており， とくに 20を超すも
のがほぼ半数認められる。つぎに核質像と総量値との関
係を図 14に示した。良性悪性細胞のクロマチンパター
. 	
. 

にモードを認め，異型上皮では，これより総量値が増

加し， 9 "，-， 10，1"，-， 12にモードを示すものがしばしば出

現する。上皮内癌(図16)では，さらに総量値が全体的に

高く，モードを示す値が一点に集中しない。進行癌で

は，総量値の分布がきわめて幅広いことが特徴で， 30 
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図 13. 進行癌例における総量値とスポット →総量値 5 10 15 20 →総量値 5 10 15 20 

番号の関係 図 15. 総量値ヒストグラム(各症例) 
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性となる。良性例では， 286例中，ーは 274例，土は 10
10 10 
上皮内総 例で， 2例の誤陽性となる。異型上皮では， 26例中，ー
5 は 17例，土は 7例， +は 2例となる。5 :表j数
核数 
A 
→総量値 5 10 15 20 →総量値 5 10 15 20 
5j 一一圃 進行癌
核数
→総量値 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50.L:.U-_ 
5j 進行筋

数核

→総量値 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50以上
図 16. 総量値ヒストグラム(各症例)
を超す高値のものも散見する。
診断総成績
臨床診断を隠した標本について，所謂盲試験により，
本器械の診断成績を検討した。悪性群はこのうち 84例
で，上皮内癌 8例，臨床癌 I期， II期， III期各々 25， 
32，19例より成る。良性群は 286例で，その内訳は，子
宮陸部ピランが最も多く 171例，睦炎 44例， 頚管ポリ
{プ 26例，妊娠 10例で， その他各種良性疾患例 35例
である。異型上皮は，軽度，中等度， 高度各々 13，7， 
6例で全体として 26例より成る。総量値 26以上を+， 
25"，， 21を:t， 20以下をー ， として表 4をみると， 悪性
例では， 84例中， +は 74例， 土は 7例で， 3例の誤陰
表 4. 臨床診断と本装置による判定成績
例数 + 土
子宮頚癌 11 19 18 。
子宮頚癌 1 32 29 2 
25 21 3子宮頚癌 I 
8 6上 皮 内 癌 
6 2 3高度異型上皮 
7 。 2 5中等度異型上皮 
13 。 2 1軽度異型上皮 。26 25頚管ポリープ 
44 2 41腫 炎 
171 5 165子宮腫部ピラン 
10 。 。 10妊 娠 
35 。 2 33そ の 他 
計 396 78 24 294 
考察
細胞診自動化の試みは， 1959年 Bostroml)わめらによ
り発表され， flyingspotの走査で得られた情報を， コ
ンピューターに解読させる Cytoanalyzerを用いたが，
実用的に満足する成績は得られていなし、。自動化の因子
として， 
1)試料の染色 
2)悪性細胞の特徴の定量化 
3)情報の処理
の段階を踏むが， 2)については悪性細胞の核 DNAを
対象にすることが一般的である。 Leuchtenberger4)は，
組織の種類に関係なく， 同一個体の DNA量は， 体細
胞と生殖細胞 2対 lで，癌細胞はこれらより増量してい
ることを証明した。牧野5)は，所謂 Stemline説を発表
し， DNA量と染色体の聞に一定の関係があることを認
め， 癌細胞における染色体数の増加と DNA，量の増加
を明らかにした。 
DNA量測定の方法として AcridineOrange蛍光測
定法と Feulgen染色による顕微分光法計測とがある。
まず，前者については，L.Von. Bertalanffy6)7) (1956)に
より， AcridineOrange染色法の DNA，RNAに対す
る鐙光特異性が確認され， Caspersson8) (1964) がこの
蛍光を顕微分光法で利用し， DNAが 530mμの極大盤
光を放つことに注目した。さらに Wied9)IO)Riglerl)ら
は，これを細胞診自動化に応用し，本邦でも，田中 12)の
報告例がある。後者の顕微分光計による核 DNA定量は， 
Caspersson8)以来， Naoral3)Risl4) Leuchtenbergerl5) 
などにより，その確実性が実証され，本邦においでも，
御園生，安里Iべ野獄，後藤17〉，和泉18)などが，子宮頚
部細胞および組織について定量的研究を行なっている。
著者は，まず分光計によるへマトキシリン溶液の最大
吸光波長を計測するニとから出発し，エオジン溶液の吸
光度との関連において， 520mμ が測定光線の波長とし
て最適であることを確認した。従来の顕微分光計を用い
る基礎的検討で，良性細胞核では，核の大きさが増すに
つれて，吸光度が減少するのに対し，悪性細胞核では，
大型濃染核が認められることに注目した。後藤17)は， 
Feulgen染色による顕微分光計測で， パパニコロワ I
型， II型の細胞について，そのほとんど全部が 2倍体に
属し，核 DNA量がほぼ一定していると述べているが，
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これは著者の成績と同様の意味を表わすものであり， 
Feu1gen染色による DNA定量成績とへマトキシリン
陽性物質の定量がほぼ同様の結果を得たことになる。さ
らに，後藤17)は，パパニコロウ IV型， V型についても，
著者と同様の意味で， DNA量の増大を認めている。以
上の事実に基づき，吸光度のみで比較するよりも，また
核の大きさのみで比較するよりも，両者の積で比較する
方が良性悪性の聞に差異が認められることを器械化した
のが著者のポイントである。著者の診断成績をみると，
総量値 25を+と土の闘値とし， 20を土とーの闘値とす
ると，悪性例 84例中， +が 74例， :tが 7例，ーが 3例
で，誤陰性はわずか 3.57%になる。良性例では， 286例
中，ーが 274例，士が 10例， +が 2例で，誤陽性は 4.6
%となる。後藤17)も従来の顕微分光計を用いた方法で，
癌の全例に少なくとも， DNA量 24以上の細胞が存在
し，最高値 20以下の症例では， すべて癌が否定され
る，として DNA定量の診断的価値を認めているが， 
Feu1gen染色を用いなくても，日常染色に常用されてい
る‘マイヤーへマトキシリン標本で Feulgen染色と同様
の成績を得たこと，また，われわれの装置が従来の顕微
分光計による測定時間の数十分のーの労力と時間で求め
られる点に臨床的な意義がある。
他の細胞診自動化による診断成績を参照すると，顕微
鐙光測光法による田中 12)の値は， 浸潤癌 40例がすべて
/蛍光度 20.37を超し， 38例 (95%) が蛍光度 37.63を超
えるのに対し，良性例の 94.59%は20.37以下で，パパニ
コロウ法の診断とほぼ一致したという。岸上19)らのテレ
ビカメラによる自動装置では， 203個の扇平上皮癌細胞
のうち， 93個 (51%)は， 濃度 10~40%で赤ランプ， 
71個 (35%)は，同じく黄色ランプ， 20個(10%)は，
濃度 40~60% で赤ランプ， 6個 (3%)は， 同じく黄
色ランプで，結論として， 203個の癌細胞のうち 190例 
(94%)がチェックされたとしている。他方，良性異型
細胞 240個のうち， 223個 (93%)，扇平上皮細胞核 973
個のうち， 876個(90%)は本装置にかからなかった。こ
れらの成績は，著者の成績とほとんど大差ない結果で，
現在の各種自動化の技術では，この程度の誤陰性が出現
するのは技術的限界としてやむを得ないものであろう。
誤陰性の原因として考えられることは，採取技術上の条
件のほかに，癌細胞の変性による核 DNA量の低下が著
しい場合などである。
さらに器械化した本装置は，ヘマトキシリン陽性物質
量を，数量的，客観的に表現することにより，良性悪性
細胞の性格分析にも資するところが多い。有尾型や分化
型の癌細胞は，吸光度，総量値とも，平均より低値を示
すが，これは有尾型細胞に変性を伴う細胞が多いこと，
また分化型細胞についても，癌細胞の分化に伴い，変性
と同様，へマトキシリン陽性物質の減少があることを示
している。線維型は，吸光度は高いが，総量値は比較的
低く，これは核濃縮と関係があると解釈される。未分化
型癌細胞は，吸光度および総量値とも高値を示すが，これ
は本細胞が核 DNA量が多いと同様，ヘマトキシリン陽
性物質が多いことの裏付である。裸核癌細胞は，吸光度
および総量値とも低値から高値まで広い幅を示したが，
裸核でへマトキシリン陽性物質が高値を示すものは，良
性細胞裸核との聞に，非常に大きな差異を示し，診断的
意義は大きいと考えられる。良性細胞裸核は，例外なく
低い総量値を示すからである。総量値とクロマチン構造
を対比した成績では，良性核無構造は，すべて低値を示
すのに，悪性核無構造法，高値から低値まで幅広い点が
注目される。核無構造は，細胞標本乾燥による人工的所
見もあるが，われわれの正確に作製した標本では，その
ような恐れはなく，細胞の退行変性による所見を表わし
ていると解釈される。すなわち，癌では，ヘマトキシリ
ン量の減少がまだそれ程著しくない段階において，核の
無構造化が表わされる点に興味がある。
稿を終わるにあたり，終始と懇篤なと指導を賜っ
た御園生雄三教授に深甚な謝意を表するとともに，
直接 c指導下さった武田敏博士lζ感謝致します。な
お本論文の要旨は，第 8回，第 9回日本臨床細胞学会
総会，第10回日本臨床細胞学会総会シンポジウム，
第37回日産婦関東地方部会で発表した。
本論文は千葉大学審査学位論文である。 
SUMMARY 
In cytological diagnosis of cervica1 cancer of 
uterus，final decision is given by general survey 
of comp1icated nuclear characters; such as nucle-
ar atypia，p1eomorphism，p01ychromasia，thicken-
ing of nuclear membrane，coarse chromatin 
structure and increased nucleo幽 cytoplasmicratio. 
These factors，however，often consist of subjec-
tive naming of cyt010gica1 findings，so studies 
were made on objective，auto-screening of cyto・ 
10gica1 specimens. 
Microspectrophotometer，used for fundamen-
ta1 research，was modified for cyt010gica1 diag-
nosis in the following device. The ranges of 
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benign atypical cells and _malignant cells have 
common area between 16"，25μin nuclear diame-
ter. Spots of 10 steps，sized between 16"， 25μ， 
were attached to microscope，in order to adapt 
to outer border of the nucleus to be measured. 
Electronic device succeeded in determining total 
amount of hematoxylin positive substance in the 
nucleus，in other words，integrated value of 
staining intensity by nuclear size. Abnormal 
titers of hematoxylin positive substance，repre聞 
sented by large nucleus with strong intensity， 
are objectively recorded in this apparatus，to the 
diagnosis of malignant cells. Blind tests applied 
to 396 cases proved 95.9% accuracy in benign 
group and 96.4%in malignant group. Further 
studies were attempted on the correlation betwe-
en total amount of hematoxylin positive sub-
stance and cellular differentiation and degene-
ration. 
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